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摘要: 利用荧光光谱方法探讨了以对称型阳离子氨基酸卟啉:meso-四-[4-(Boc-苏氨酸)氨基苯基]卟啉(TAPP-
Thr-Boc)作为光谱探针测定 L-色氨酸的最佳条件. 实验结果表明:双-2-乙基己基硫代琥珀酸钠(AOT)表面活性

剂的加入能显著增加体系的灵敏度. 在最佳实验条件下,体系荧光强度的下降程度与 L-色氨酸含量在 0. 10 ~ 8. 80
μg / mL 范围内呈线性关系,检出限为 0. 034 μg / mL. 方法抗干扰能力强,有较好的选择性和灵敏度,用于实际样品

仔猪饲料的测定,结果满意.
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　 　 L-色氨酸是含有吲哚基的中性芳香族氨基酸.
它是人类和动物必需的 8 种氨基酸之一,广泛地存

在于自然界[ 1-3 ] . 近年来在医药、食品、饲料等行业

也得到广泛的应用[ 4-7 ] . 因而,建立测定 L-色氨酸

含量的可靠方法,将推动 L-色氨酸在饲料和医药等

方面的研究. 目前测定 L-色氨酸的方法主要有高

效液相色谱法[ 8 ]、 毛细管电泳法[ 9 ]、 化学发光

法[ 10 ] 等. 这些方法各具优点,但也分别存在着耗

时、灵敏度低以及仪器设备昂贵等缺点. 荧光光度

法具有操作方便、灵敏度高、成本低等优点而备受关

注,但寻找选择性好、灵敏度高的荧光探针试剂也成

为发展荧光光度检测方法的关键.
本文首次用氨基酸卟啉:meso-四-[4-(Boc-苏

氨酸)氨基苯基]卟啉(TAPP-Thr-Boc)对生物小分

子 L-色氨酸进行分子识别研究. TAPP-Thr-Boc 是

一种对称型的阳离子氨基酸卟啉化合物,它的结构

如图 1 所示. 在生物系统中,L-色氨酸是一种常见

的发光基团,当与许多金属离子和有机小分子化合

物相互作用时其荧光将会被猝灭[ 11 ] . 因此,猝灭效

应的研究将会提供蛋白质的结合位点和构象变

化[ 12 - 14 ] . 利用 TAPP-Thr-Boc 对 L-色氨酸进行测

定的方法具有较低的检测限和较高的灵敏度,与其

他方法相比较,当用于实际样品的测定时能获得满

意的结果.

图 1　 meso-四-[4-(Boc-苏氨酸)氨基苯基]卟啉的结构图

Fig. 1　 Structure of TAPP-Thr-Boc

1　 实验部分

1. 1　 仪器与试剂

LS-55 型荧光分光光度计(美国 Perkin-Elmer
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公司);PHS-3C 酸度计.
L-色氨酸(≥99. 0% ,天津市光复精细化工研

究所);双-2-乙基己基硫代琥珀酸钠(AOT,≥96.
0% , Sigma 公司);氢氧化钠(96% ,国药集团化学

试剂有限公司);醋酸(>99. 8% ,济南试剂总厂);磷
酸(≥85. 0% ,上海联试化工试剂有限公司);硼酸

(>99. 5% ,云岭化工厂);氯化钠(>99. 5% ,天津市

北方天医化学试剂厂);meso-四-[4 -(Boc -苏氨

酸)氨基苯基]卟啉样品由魏琴实验室提供(具体合

成表征见参考文献[17]). 实验用水均为超纯水.
1. 2　 实验方法

1. 2. 1　 L-色氨酸(300 μg / mL)
准确称取 0. 030 0 g L-色氨酸,溶于少量超纯

水中,然后转入 100 mL 容量瓶中,用超纯水定容至

刻度,摇匀备用,于 4 ℃下储存.
1. 2. 2　 TAPP-Thr-Boc(2. 0 × 10-3 mol / L)

称取 0. 089 1 g TAPP-Thr-Boc,用二甲基甲酰

胺溶解,并用二甲基甲酰胺定容于 50 mL 容量瓶中.
1. 2. 3　 AOT(0. 80 mg / mL)

称取 80 mg AOT 溶于少量超纯水中,转入 100
mL 容量瓶中用超纯水定容至刻度,摇匀备用.
1. 2. 4　 B-R 缓冲溶液

分别配制 0. 20 mol / L 的氢氧化钠和 0. 04 mol /
L 醋酸、磷酸、硼酸的混合酸按不同配比配成 pH 为

1. 77 ~ 13. 10 的缓冲溶液.
1. 2. 5　 NaCl 溶液(1. 00 mol / L)

称取 5. 844 5 g NaCl 溶于少量超纯水中,转入

100 mL 容量瓶并用超纯水定容至刻度,摇匀备用.
1. 2. 6　 测试

于 10 mL 比色管中依次加入 0. 60 mL B-R 缓

冲液(pH 6. 24)、0. 80 mg / mL AOT 表面活性剂、一
定浓度的 L-色氨酸、2. 0 × 10- 3 mol / L TAPP-Thr-
Boc,用超纯水稀释至 10 mL 混匀. 室温放置 10 min
后,用相同条件下以无 L-色氨酸的试剂空白溶液做

参比,于最大发射波长 658 nm 处测定体系荧光强度

猝灭值 F,计算荧光猝灭差值 ΔF = F0-F,激发波长

为 416 nm,激发与发射的狭缝分别为 10、7. 5 nm.

2　 结果与讨论

2. 1　 TAPP-Thr-Boc 与 L-色氨酸结合的荧光光谱

TAPP-Thr-Boc 与体系中其他物质分别作用的

发射光谱如图 2 所示. 从图中可以看出:发射峰位

于 658、717 nm 处,由于 717 nm 处的荧光峰强度值

很小,所以选择荧光强度值较大波位 658 nm,用于

很好的观察体系的现象. 从图 2 可以看出,在没有

表面活性剂存在的情况下,TAPP -Thr-Boc 的荧光

强度较低. 加入 L-色氨酸后体系的荧光强度略有

减小. 当向体系中加入 AOT 表面活性剂,体系的荧

光强度显著增强,加入 L-色氨酸后体系荧光强度又

逐渐减小,且减小值比不加 AOT 时的大.
因此,使用 AOT 表面活性剂,选择 pH 为 6. 24

的 B-R 缓冲溶液并固定卟啉的用量时,荧光发射强

度随着 L-色氨酸浓度的增大逐渐较小,但是荧光峰

的位置和形状不变. 荧光强度的减小值与 L-色氨

酸的浓度呈线性关系. 据此可建立以氨基酸卟啉为

荧光探针测定 L-色氨酸的新方法.

图 2　 体系的荧光光谱

Fig. 2　 Fluorescence spectra of system
a. B-R buffer solution +TAPP-Thr-Boc; b. B-R
buffer solution + L-tryptophan + TAPP-Thr-Boc;
c. B-R buffer solution + AOT + TAPP-Thr-Boc;
d ~ g. B - R buffer solution + L - tryptophan
(CL -tryptophan:1. 5 μg / mL, 3. 0 μg / mL, 4. 5 μg / mL,

6. 0 μg / mL in sequence) + AOT + TAPP-Thr-Boc.
Conditions: CTAPP-Thr-Boc = 2. 0 × 10- 3 mol / L; pH =

6. 24; CAOT = 0. 80 mg / mL.

2. 2　 缓冲溶液酸度及用量的选择

不同种类缓冲溶液和不同酸度对于体系的荧光

强度有很大的影响. 根据实验方法,分别考察了 B-
R、HAc-NaAc 和 Tris-HCl 缓冲溶液对测定体系的

影响,可以发现 B-R 缓冲溶液效果最好,体系的荧

光强度值最大. 实验还研究了加入不同 pH 的 B-R
缓冲溶液时体系DF 的变化,pH 在 5. 12 ~ 7. 24 范围

内体系荧光猝灭值DF 达最大且稳定,所以选择 pH
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6. 24 的 B-R 缓冲溶液控制体系的酸度.
由于体系的 pH 6. 24 大于 L-色氨酸的等电点

5. 89,所以体系中 L-tryptophan 带负电荷,因此,带
正电荷的 TAPP-Thr-Boc 可以与带负电荷的 L-色
氨酸和阴离子表面活性剂 AOT 以静电引力形式相

结合形成较大的 AOT-L-色氨酸-(TAPP-Thr-Boc)
复合物. 随着 pH 的减小,体系的DF 也变小,这主要

是因为在强酸性条件下体系的 pH 小于 L-色氨酸的

等电点 5. 89,L-色氨酸带正电荷的分子越来越多,
而 TAPP-Thr-Boc 在强酸介质中发生质子化,质子

化作用导致卟啉环侧链-NH2 带正电荷. 因此,AOT
- (TAPP-Thr-Boc)复合物与 L-色氨酸的结合能力

越来越小. 而在碱性条件下,体系的DF 也相对的减

小,这是因为随着 pH 的增大,虽然 L-色氨酸带负电

荷,但是 TAPP-Thr-Boc 在强碱介质中卟啉环侧链-
NH2 带负电荷,由于全都带负电荷,所以 AOT-L-色
氨酸-(TAPP-Thr-Boc) 复合物的结合能力越来越

小. 所以本实验选用 0. 60 mL pH 6. 24 的 B-R 缓冲

溶液进行下一步的研究.
2. 3　 增敏介质及用量的选择

以前的工作研究表明[ 1 5 ],体系中引入表面活

性剂能够明显的提高测定的灵敏度和稳定性. 本文

考察了几种具有代表性的表面活性剂对体系的增敏

作用的影响,如阴离子表面活性剂十六烷基三甲基

溴化铵(CTMAB)、阳离子表面活性剂双-2-乙基己

基硫代琥珀酸钠(AOT)、非离子表面活性剂 OP、TX
-10 和 Tween-80,见图 3. 表面活性剂的增敏效果

依次为:AOT > CTMAB > TX-10 > OP > Tween-80.
当表面活性剂 AOT 的量在 0. 6 ~ 1. 0 mL 之间,体系

的DF 最大且较稳定. 因此选择 0. 80 mL 作为阳离

子表面活性剂 AOT 的最佳用量.
2. 4　 显色剂用量的选择

固定 L-色氨酸的量不变,改变体系中的卟啉的

量,考察卟啉的量对体系的影响(见图 4). 基于灵

敏度和线性范围的综合考虑,本实验选择 0. 12 mL
TAPP-Thr-Boc(2. 0 × 10-3 mol / L)作为最佳用量.
2. 5　 加入顺序及时间对体系稳定性的影响

改变各种试剂的加入顺序,考察不同的加入顺

序对体系荧光猝灭值DF 的影响,实验最佳的加入顺

序依次为:pH 6. 24 B-R 缓冲液、L-色氨酸、AOT 表

面活性剂、TAPP-Thr-Boc. 反应在 10 min 内 ΔF 达

到最大,且在 120 min 内保持稳定. 本实验选择最佳

放置时间为 10 min.

图 3　 不同介质对体系的影响

Fig. 3　 Effect of different media
Conditions: 0. 6 mL pH = 6. 24 BR buffer solution;
CL -tryptophan = 3. 0 μg / mL; surfactant ( 1. CTMAB

micellar; 2. CTMAB micro - emulsion; 3. AOT
micellar; 4. AOT micro - emulsion; 5. OP micellar;
6. OP micro-emulsion; 7. TX-10 micellar; 8. TX-10
micro-emulsion); CTAPP-Thr-Boc = 2. 4 × 10-5 mol / L.

图 4　 TAPP-Thr-Boc 的量对体系的影响

Fig. 4　 Effect of amount of TAPP-Thr-Boc
(2. 0 × 10-3 mol / L)

Condition: 0. 6 mL pH = 6. 24 B-R buffer solution;
CL -tryptophan = 3. 0 mol / L.

2. 6　 工作曲线

在最佳实验条件下,绘制 L-色氨酸的工作曲

线,本体系检测限较低,具有较高的灵敏度. 得线性

回归方程为DF = 6. 83 + 52. 96ρ (μg / mL),线性范

围 0. 1 ~ 8. 80 μg / mL,相关系数 r 为 0. 995 8,检测

限为 0. 034 μg / mL,可适用于 L-色氨酸的检测.

591



分析测试技术与仪器 第 19 卷

2. 7　 离子强度的影响

体系受离子强度的影响比较明显. 随着体系中

NaCl 浓度的增加,相对荧光强度明显减小. 这可能

是因为 L-色氨酸与 TAPP-Thr-Boc 之间主要以静

电引力相结合,所以随着离子强度的增大不利于卟

啉与 L-色氨酸的结合.
2. 8　 共存物质的影响

在实际样品测定中,共存物质的干扰会影响测

定结果. 在最佳条件下,多种共存物质包括相似的

氨基酸和金属离子等,实验结果总结于表 1.

表 1　 共存物质对体系测定强度的影响 (3. 00 μg / mL)
Table 1　 Effect of coexistent ions on intensity (3. 00 μg / mL)

共存物质 存在浓度 / (μg / mL) 相对误差 / % 共存物质 存在浓度 / (μg / mL) 相对误差 / %

淀 粉 30. 0 6. 4 DL-丝氨酸 80. 0 -9. 7

葡萄糖 150. 0 -2. 5 L-苯丙氨酸 60. 0 7. 6

柠檬酸 1200. 0 5. 9 L-组氨酸 80. 0 8. 3

L-酪氨酸 60. 0 9. 6 Ca2+ 150. 0 5. 7

尿嘧啶 120. 0 6. 2 Cu2+ 1200. 0 9. 2

卵血清白蛋白 500. 0 4. 3 Zn2+ 1200. 0 5. 1

牛血清白蛋白 500. 0 5. 6 Fe3+ 1200. 0 8. 5

赖氨酸 60. 0 -8. 4 Mn2+ 1200. 0 -4. 3

苏氨酸 80. 0 -9. 5 K+ 90. 0 5. 6

　 　 从表 1 可以看出,大多数物质对 L-色氨酸的测

定干扰较小,其相对误差均小于±10. 0% ,因此,实
际样品分析不需任何预处理. 但是金属离子 Cu2+、
Fe3+及赖氨酸、L-组氨酸等氨基酸物质对体系的干

扰相对比较严重. 这主要是因为卟啉极易于与部分

金属离子结合,而且氨基酸都具有相似的结构.
2. 9　 回收率实验

按标准曲线方法配制 2、4、6 μg / mL L-色氨酸 3

个浓度体系并测定,每个浓度平行测定 6 份. 根据

表 2 的数据, 其回收率分别为 102% 、 98. 7% 、
97. 2% ,可满足 L-色氨酸样品的测定.
2. 10　 精密度实验

按标准曲线方法配制 3 μg / mL L-色氨酸浓度

体系,用此样品进行精密度的测定,重复测定 6 次,
结果见表 3. 由表 3 可见,该方法测定结果重现性比

较好,符合分析测试质量控制要求.

表 2　 L-色氨酸回收率试验

Table 2　 Recovery test of L-tryptophan

加入量 / (μg / mL) 测得值 / (μg / mL, n=6) 测得平均值 / (μg / mL,n=6) 平均回收率 / (% , n=6)

2 1. 98,2. 03,2. 07,2. 02,2. 04,2. 06 2. 03 102

4 3. 92,3. 94,3. 98,4. 01,3. 93,3. 91 3. 95 98. 7

6 5. 87,5. 85,5. 81,5. 84,5. 83,5. 78 5. 83 97. 2

表 3　 L-色氨酸精密度试验

Table 3　 Precision test of L-tryptophan

项目 L-色氨酸

测定值 2. 98,3. 03,3. 05,2. 99,3. 04,3. 02

平均值 3. 02

RSD / (% ,n=6) 2. 79

3　 样品测定

上述方法被应用于实际样品仔猪饲料(某养殖

场提供的某品牌仔猪饲料)中 L-色氨酸的测定. 称

取粉碎、混匀的仔猪饲料样品 15 mg 于小水解管中,
加入 4 mL 的 6. 25 mol / L 氢氧化钠溶液,经超声波

脱气和抽真空后,封口置于烘箱中,于 110 ℃ 水解
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20 ~ 24 h. 取出冷却后转移到 50 mL 容量瓶中,加入

3. 5 mL 的 6 mol / L 盐酸后用 2 mol / L 盐酸调节溶液

至 pH 值为 6 ~ 8 并定容至刻度[ 1 6] . 在 20 000 r / min
下离心 20 min,上清液用 0. 45 μm 滤膜过滤,取
1. 00 mL 上清液到 10 mL 的比色管中进行测定. 测

定结果见表 4.
　 　 从表 4 可以发现相对标准偏差均低于 5% ,回
收率为 97. 5% . 结果表明,这种测定 L-色氨酸的方

法在精确度和准确度上均有满意的结果.

表 4　 仔猪饲料中 L-色氨酸的测定

Table 4　 Determination of L-tryptophan in piglet feed

样品
测定值 /

(mg / g, n=5)
平均值 /

(mg / g, n=5)
相对标准偏差 /
(% , n=5 )

标准加入值 /
(mg / g)

平均回收率 /
%

仔猪饲料 2. 25,2. 28,2. 26,2. 23,2. 21 2. 25 1. 2 2. 50 97. 5

4　 结论

本文研究了 TAPP-Thr-Boc 测定 L-色氨酸的

最佳条件以及在实际样品中的应用. 基于上述结

果,可以得出:(1)首次用氨基酸卟啉:meso-四-[4-
(Boc-苏氨酸)氨基苯基]卟啉对生物小分子 L-色
氨酸进行分子识别研究,并作为探针测定 L-色氨

酸. 在阴离子表面活性剂 AOT 存在的条件下,TAPP
-Thr-Boc 能够猝灭 L-色氨酸的荧光,建立了一种

新的 L-色氨酸测定方法. (2)与其他荧光光谱探针

相比较,氨基酸卟啉(TAPP -Thr-Boc)作为荧光光

谱探针定量测定 L-色氨酸结果令人满意. 这一新

体系已用于仔猪饲料中 L-色氨酸的测定且获得了

满意的结果.
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Determination of Trace Amounts of L-tryptophan Using
Tetra-[(4-Bocthreonine)-aminophenyl] Porphyrin as

Fluorescence Spectral Probe

CAI Yan-yan1, TAN Wei-hong1, MA Yan1, SHEN Juan-zhang1, WEI Qin2

(1. Institute of Chemical Industry of Forestry Products, CAF, Key Laboratory of Biomass Energy and Material,
Jiangsu Province, National Engineering Laboratory for Biomass Chemical Utilization, Key and Laboratory on

Forest Chemical Engineering, SFA, Nanjing 210042, China;
2. School of Chemistry and Chemical Engineering, University of Jinan, Jinan 250022, China)

Abstract: The optimum experimental conditions for the determination of L - tryptophan were investigated by fluorescence
spectrophotometry using tetra-[(4-Bocthreonine)-aminophenyl] porphyrin as the fluorescence spectral probe. Experiments indicated
that the sensitivity of the system can be enhanced significantly by the addition of bis(2-ethylhexyl)sulfosuccinate sodium salt (AOT).
Under optimum experimental conditions, the decreased of the fluorescence intensity of the system was in proportion to the concentration
of L-tryptophan in the concentration range of 0. 10 ~ 8. 80 μg / mL with a limit of detection of 0. 034 μg / mL. The method has been used
in the determination of samples with satisfactory results.
Key words: amino-acid porphyrin;L-tryptophan; fluorescent spectrometry; fluorescent probe

Classifying number:O657. 3

891




